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5-Methyleytosin (mC) ist eine wichtige, gut untersuchte Nu-
kleobase, die in vielen biologischen Prozessen, wie z.B. der
Genexpression, der Genomprogrammierung, der Inaktivie-
rung des X-Chromosoms und der Unterdriickung bewegli-
cher Genelemente eine entscheidende Rolle spielt.!® Kiirz-
lich wurde herausgefunden, dass mC in Neuronen und em-
bryonalen Stammzellen durch TET-Enzyme weiter modifi-
ziert werden kann. Die TET-Enzyme nutzen 2-Ketoglutarat,
um mC zunichst zum 5-Hydroxymethylcytosin (hmC)™* und
weiter zum 5S-Form-

yleytosin (fC)!*! und 5-

werden, revertiert."'! Zwei mogliche aktive Demethylie-
rungsmechanismen werden derzeit intensiv diskutiert
(Schema 1). Mechanismus 1 (Schema 1) basiert auf speziellen
Glykosylasen, ' wie z.B. der Thymin-DNA-Glycosylase
(TDG), bei der kiirzlich gezeigt wurde, dass diese die gly-
kosidische Bindung von fC und caC, aber auch von 5-Hy-
droxymethyluridin (hmU)®>! spalten kann. 5-Hydroxy-
methyluridin wird durch Deaminierung von hmC gebildet.!"”
Diese Glykosylaseaktivitdt produziert zundchst abasische
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(Schema 1).%191 Es ¢ | -H,CO | HCO,H | -0,
wird derzeit angenom- NH, NH, NH, NH, O NH, O
men, dass diese oxida- i’ | JN: - JN\ 3 O$ET éN: I e ,/T: T on
. . . DNMT
tive Chemie an einem onao_ © N — pnao ©7 NT  —— pnao O N — pnao 97N — pnao 7N

oqe . le] Q o] O
Prozess beteiligt ist,
den man aktive De_ ODNA ODNA ODNA ODNA ODNA
methylierung  nennt. \ lA[D
Dieser Prozess erlaubt

es Zellen, das Methyl-
cytidin durch ein un-

Mechanismus 1
SMUG dann BER

modifiziertes 2'-Des-
oxycytidin (dC) zu er-
setzen. Hierdurch

TDG TDG
HN OH dann dann
Al BER BER

pnao 97 N

ODNA

werden die biologi-
schen Effekte, die
durch Cytosinmethy-
lierung eingeleitet
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Schema 1. Aktive Demethylierungspfade, die z. B. Eliminierungsreaktionen beinhalten (Mechanismus 2). Formalde-
hyd kann von hmC und Ameisensiure von fC abgespalten werden, und es kann eine Decarboxylierung von caC
erfolgen. Mechanismus 1 umfasst die Basenexzisionsreparatur (BER), durch die fC und caC durch dC ersetzt
werden oder, nach vorhergehender Deaminierung von hmC zu hmU, hmC durch dC ersetzt wird.

Stellen, welche dann durch das Basenexzisionsreparatursys-
tem (BER) repariert werden, indem eine dC-Base eingebaut
wird (Schema 1 unterer Teil). Der ganze Prozess fiihrt ins-
gesamt zu einem Austausch von mC durch dC. Der zweite
Mechanismus, so glaubt man, umfasst eine Retro-Aldol-
artige Reaktion, die mit hmC!"”*® oder fC beginnt. Alternativ
wird eine Decarboxylierung von caC (Schema 1) als Mog-
lichkeit formuliert. Diese Reaktionen erlauben es, mC durch
dC auszutauschen, ohne dass intermedidr abasische Stellen
und Strangbriiche auftreten, bei denen es sich um gefdhrliche
DNA-Schédden handelt. Dariiber hinaus entsteht so kein po-
tentiell gefdhrlicher Formaldehyd. Auch wenn die Decarb-
oxylierung von caC bis heute nicht beobachtet werden
konnte, sind dhnliche Transformationen von der Orotat- und
Isoorotatdecarboxylase bekannt.!"!

Um tiefere Einblicke in die mogliche Decarboxylierung
von caC in Stammzellen zu erhalten, haben wir eine sensitive

Angew. Chem. 2012, 124, 66226626



Isotopenverfolgungsmethode entwickelt. Fiir dieses Experi-
ment wurde das doppelt *N-markierte caC-Phosphoramidit-
reagens [°N,]-caC entwickelt. Dieses wurde in ein 30-meres
Oligonucleotid D1 mit der Sequenz des Ecatl-Promoters
eingebaut.[23] Bei diesem Promoter ist bekannt, dass aktive
Demethylierung erfolgt. Das natiirliche Vorkommen von
doppelt N-isotopologem dC ([**N,]-dC) ist ausgesprochen
gering, was es uns ermoglicht, die an der caC-Verbindung
wirkende Chemie mit hochaufgeloster Massenspektrometrie
zu verfolgen. Die Synthese des ["°N,]-caC-Phosphoramidits
ist in Schema 2 dargestellt (siche auch Hintergrundinforma-
tionen). Ausgangspunkt ist ['°N,]-Uracil (1), das aus [°N,]-
Harnstoff und Propinsiure hergestellt wurde.” Vorbriiggen-
Nukleosidierung mit dem Bis(toluoyl)-geschiitzten Chlor-
ribofuranosid®"! ergab das B-konfigurierte Nukleosid 2 in
60% Ausbeute. Elektrophile Iodierung zu 3,”! Umsetzung
der C4-Ketofunktion zu einem Amin (4) und Schutzgrup-
penaustausch lieferten das Schliisselintermediat 5. Pd-kata-
lysierte CO-Insertion und anschlieBende Methanolyse des
Pd-CO-Intermediats mit Methanol ergaben in 65 % Ausbeute
das ["°N,]-caC-Vorldufermolekiil 6. Nach doppelter Benzoyl-
schiitzung der C4-Aminogruppe (7) und Abspaltung der
TBS-Gruppen (8) folgte die gezielte Schiitzung der 5OH-
Gruppe mit Dimethoxytritylchlorid (DMT-CI) (9). An-
schlieBend wurde die 3’OH-Gruppe mithilfe von Standard-
prozeduren in das finale Phosphoramidit 10 iiberfiihrt. Das
Phosphoramidit wurde zur Synthese der 30-meren Oligo-
nukleotide ODN1 und ODN2 eingesetzt. Die zwei Stringe
wurden anschlieend zum Doppelstrang D1 mit der Sequenz
des Ecatl-Promoters hybridisiert, welcher nun zwei [°N,]-
markierte caC-Derivate enthielt.

In einen der DNA-Stringe (ODN1) wurde zusitzlich die
Base 5-Octadienyl-dU (Schema 2, unten) eingebaut. Nach-
folgend wurde milde Klickchemie mit dem dargestellten
Biotinazid (Schema 2, unten und Hintergrundinformationen)
durchgefiihrt, um den Biotinmarker mit dem Octadienyl-
dU®! zu verkniipfen. Alle DNA-Stringe, die fiir die nach-
folgenden Experimente benotigt wurden, wurden sorgfiltig
per HPLC aufgereinigt, um das markierte DNA-Material in
hoher Reinheit > 99.9 % zu erhalten. Nach der Durchfithrung
der Klickchemie wurde das biotinylierte Oligonukleotid
daher erneut per HPLC aufgereinigt. Die Identitidt der Oli-
gonukleotide wurde in allen Fillen durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie bestitigt (Schema 2 und Hintergrund-
informationen).

Fir das Isotopenverfolgungsexperiment (Abbildung 1)
wurde der DNA-Duplex D1 (ODN1 + ODN2) mit den zwei
[°N,]-markierten caC-Basen und dem Biotinmarker zu nu-
klearem Extrakt von embryonalen Stammzellen von Méusen
(mESC) gegeben. Nach 1 h Inkubation bei 37°C (fiir Details
siche Hintergrundinformationen) wurde die DNA mithilfe
Streptavidin-beladener magnetischer Partikel re-isoliert. Die
isolierte DNA wurde anschlieBend vollsténdig verdaut (Hin-
tergrundinformationen) und der Verdau per HPLC-MS mit-
hilfe eines hochauflésenden Massenspektrometers (Orbitrap
XL, fiir Details sieche Hintergrundinformationen) analysiert
(Abbildung 1b-e). Wir untersuchten zuerst die Resultate aus
Kontrollexperimenten. In diesen wurde D1 mit nuklearem
Extrakt von Nichtstammzellen oder einfach mit Puffer inku-
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Schema 2. Synthese des [*N,]-markierten caC-Phosphoramidits und
der DNA-Stringe ODN1 und ODN2 mit eingebautem [*N,]-markier-
tem caC. Der Biotinmarker wurde durch Anwendung von Klickchemie
eingebaut. Reaktionen und Bedingungen: a) Polyphosphorsiure, 95°C,
19 h; b) 1. HMDS, TMS-Cl, 120°C, 1 h; 2. Hoffers Chlorzucker, CHCl;,
RT, 2.5 h; ) CAN, Lil, MeCN, 80°C, 2 h; d) 1. 1,2,4-Triazol, POCl;,
TEA, 30°C, uiber Nacht; 2. NH,OH, 1,4-Dioxan, RT, 10 min; e) 1.
K,CO;, MeOH, RT, 19 h; 2. TBS-Cl, Imidazol, DMF, RT, 4 d; f) [Pd-
(MeCN),Cl,], CO, MeOH, 60°C, 17 h; g) BzCl, Pyridin, 0°C nach RT,
19 h; h) HF-Pyridin, EtOAc, RT, 14 h; i) DMT-CI, Pyridin, RT, 16.5 h;

j) Diisopropylammoniumtetrazolid, 2-Cyanoethyl-N,N,N’,N'-tetra-
isopropylphosphordiamidit, DCM, RT, 17 h. HMDS = Hexamethyldisila-
zan, TMS =Trimethylsilyl, CAN = Cerammoniumnitrat, TEA=Triethyl-
amin, TBS =tert-Butyldimethylsilyl, DMT = Dimethoxytrityl.

biert. Die massenspektrometrische Analyse dieser Kontroll-
experimente zeigt, wie in Abbildung 1d,e dargestellt ist, zwei
zusétzliche Signale mit m/z=230.1014 und 230.0976 im
Massebereich des dC-Nukleosids (Abbildung 1e¢). Diese m/z-
Signale stammen von den natiirlich vorkommenden Iso-
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a) 5'-CCTTTCC--GAAGGGACGTTGACcaCGGATGCYC-3"
3'-GGAAAGGcaCTTCCCTGCAAC G--GCCTACGAG-5'

Inkubation mit mESC-Kernextrakt

Re-lIsolation des DNA-Duplexes D1 mit magnetischen Partikeln

Totalverdau von D1

pariert und war damit klar detektierbar. Dariiber
hinaus stimmten die hochaufgelosten Massedaten
fiir die Verbindung [°N,]-dC mit dem berechneten
Wert der Verbindung [PN,]-dC  (m/zpe, =
230.0920) iiberein. Diese Daten zeigen zusammen,
dass mESC-Nuklearextrakt die Fahigkeit hat, caC
zu dC zu decarboxylieren. Ob diese Aktivitit
durch ein spezifisches Enzym oder durch andere
Faktoren erzeugt wird, die in den Extrakten an-
wesend sind, bedarf der weiteren Untersuchung.

Um die Reaktionen zu untersuchen, die es
Stammzellen ermoglichen wiirden, caC zu de-

D1

carboxylieren, erhitzten wir zundchst das caC-
Nukleosid und Oligonukleotide, welche die caC-
Base beinhalteten (Abbildung?2). Unter keinen
Umsténden konnten wir jedoch Decarboxylierung

beobachten. Auch wenn wir das caC-Nukleosid in
Wasser mehrere Stunden zum Riickfluss erhitzten,
zeigte die massenspektrometrische Analyse der

Reaktionsmischung keine Hinweise auf das Statt-
finden einer Decarboxylierung (Daten nicht ge-
zeigt). Das ist nicht iiberraschend, denn durch die
Decarboxylierung wiirde ein sehr energiereiches
Cytosin-Carbanionintermediat entstehen. Dem-
gegeniiber sollte die Absittigung der C5-C6-
Doppelbindung mit anschlieBender Tautomeri-
sierung der C4-Aminogruppe ein Iminintermediat
ergeben, das als Substruktur eine f-Iminocarbon-
sdure aufweist. Hier sollte eine effiziente De-
carboxylierung (Abbildung 2) stattfinden
konnen.""? Um diese Idee niher zu untersuchen,
reduzierten wir den 5-Carboxy-dC-methylester 11
mit NaBH,. Die reduzierte Verbindung 12 ist

['5N2]—caC ['N,J-dC Y dA dT dG dC
b) sx10* 6.97 d)  2x10% 6.89
5 =
3 4x104 21x10°
B A MdC)=1.28x100 B A, [dC) = 3.36%10°
= o n(dC) =0.84 nmol £ 0 n(dC) = 2.49 nmol
100 721 100+ -
A_(dC) = 8.68x10° J A,(dC) = 1.97x10°
= Peak-Héhe: 4.6x107 - Peak-Hihe: 1.0x10°
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£ ] s
. = ]
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5 6 7 8 9 10 11 12 13 6 7 8 9 10 11 12 13
Retentionszeit | min . Retentionszeit [ min 2
c) 100, RT: 7.15 e) 1004 RT: 7.08
[*O}-dC/ [C,]dC ]
gef.: 230.1016 ["O}-dCl [“C }-dC
ber,: 230.1021/ 1 gef:230.1014
1 801 2351046 p 80 ber.: 230.1021/
: | 230.1046
["N,PCHdC \
! 604 gef:230.0976 ' 60
ber.: 230.0983
o 2
ES &
~ ~
g 401 13 401 e scpde
I3 S gef.: 230.0976
2 S = ber.: 230.0083
®© 204 gef: 2300913 £ 201 !
*'-“‘, ar,; 23 }_!-;
B 3]
& € N
04— - 0 .

230.07 230.09 230.11

1230.13
miz >

Abbildung 1. a) Darstellung des Nuklearextraktexperiments. b,d) HPLC-MS-Analyse
von D1 behandelt mit mESC-Nuklearextrakt (b) und Nicht-mESC-Nuklearextrakt (d).
UV-Spuren der HPLC-Messungen bei der Retentionszeit von dC (oben) sowie
Massespuren fiir dC (228.0948-228.1008, Mitte) und Massespuren fiir [*N,]-mar-
kiertes dC (230.0890-230.0940, unten). c,e) Hochaufgeloste Massenspektren
(m/z=230.0700-230.1300) von D1 nach Behandlung mit mESC-Nuklearextrakt (c)

und Nicht-mESC-Extrakt (e).

topologen ["*C,]- bzw. ["*0]-dC und [“N,"*C]-dC. Die erwar-
tete exakte Masse fiir das doppelt "N-markierte [°N,]-dC
war in allen diesen Kontrollexperimenten nicht detektierbar,
auch wenn hohere Mengen an DNA fiir die Experimente
verwendet und nachfolgend verdaut wurden (2.5 nmol dC
versus 0.9 nmol dC, Abbildung 1d,e). Wir analysierten
nachfolgend den Verdau, der von D1 nach Inkubation mit
nuklearem Stammzellextrakt erhalten wurde. Uberraschen-
derweise beobachteten wir schon nach 1 h der Inkubation das
Auftreten von [°N,]-markiertem dC. Diese Verbindung elu-
ierte mit einer Retentionszeit von 7.18 min. Das erhaltene
Massenspektrumsignal zeigt die exakte Masse m/zy =
230.0913 (Abbildung 1c). Das Signal ist von den Signalen der
anderen natiirlich vorkommenden Isotopologen [°N,*C]-dC
(m/z =230.0976) und [**O/"C,]-dC (m/z =230.1016) gut se-

www.angewandte.de
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stabil. Sie wurde isoliert und vollstidndig charak-
terisiert (Abbildung 2a und Hintergrundinforma-
tionen). Nachfolgende Verseifung des Methyl-
esters fiihrte in der Tat zu einer recht schnellen
Decarboxylierung zu Verbindung 13. Behandlung
des resultierenden Dihydro-dC-Derivats mit
DDAQ ergab die TBS-geschiitzte Verbindung dC.
Dieses Resultat belegt, dass die Absittigung der
C5-C6-Doppelbindung fiir die effiziente Decarb-
oxylierung entscheidend ist, wie es kiirzlich bereits
vorgeschlagen wurde."”? Da die Reaktion mit einer
H™-Spezies biologisch unwahrscheinlich ist, behandelten wir
das TBS-geschiitzte caC nachfolgend mit einem Gemisch aus
einem Thiol und Imidazol, in der Hoffnung, eine temporire
1,4 Addition zu erreichen, welcher sich nach der Decarb-
oxylierung eine Eliminierungsreaktion anschliefen konnte.
Diese chemische Kaskade wird in der Tat beobachtet (Daten
nicht gezeigt). Die Behandlung des caC-Nukleosids mit Oc-
tanthiol in Anwesenheit von Imidazol ergab einen neuen
Fleck auf dem Diinnschichtchromatogramm. Dieser Fleck
wurde nicht beobachtet in Abwesenheit von Imidazol, was
zeigt, dass Protonenkatalyse fiir die Reaktion entscheidend
ist. Die Isolierung der neuen Verbindung und ihre vollstén-
dige Charakterisierung (Hintergrundinformationen) zeigte,
dass es sich bei der neuen Verbindung in der Tat um das TBS-
geschiitzte dC handelte. Diese Verbindung wird durch De-
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sucht. Abbildung 2b (links) zeigt die Daten, die
fiir die Cystein/Histidin-Kombination erhalten
wurden. Die Daten, die in Abbildung 2b (rechts)
dargestellt sind, zeigen die Resultate aus dem
Cystein/Arginin-Experiment. In beiden Fillen
wird das Signal fiir die Verbindung [*°N,]-dC mit
einem
m/z-Wert von 230.0922 klar nachgewiesen. Die
Menge an decarboxyliertem Produkt nimmt mit
der Menge an zugegebenen Thiol zu und betrug
in unseren Fillen ca. 5% (halbgesittigte Losung
von Aminosduren, 50°C, iiber Nacht).
Zusammenfassend zeigen wir mithilfe von
Isotopenverfolgungsexperimenten mit DNA-
Striangen, in welche wir doppelt "N-markiertes
caC eingebaut haben, dass Stammzellextrakte
die Fihigkeit haben, caC zu decarboxylieren.
Chemische Modellstudien belegen, dass diese
Decarboxylierung eine Abséttigung der C5-C6-
Doppelbindung benétigt. Eine solche Absitti-
gung ist z.B. durch einen nukleophilen Angriff
auf die elektrophile C6-Position von caC z.B.
durch ein Thiol moglich. Das so an C6 umge-
setzte caC wird schnell decarboxylieren und
nachfolgend rearomatisieren. Wir wollen er-
wiahnen, dass auch die Bildung von mC durch
Methyltransferasen (DNMTs) einem &dhnlichen
Mechanismus folgt. Hier erfolgt nach dem An-

NH,
f”
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oTBS
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Abbildung 2. a) Reaktion von caC mit NaBH, ergibt Decarboxylierung: 1) NaBH,,

230.12 griff an der C6-Position durch ein Cystein die

Reaktion des Produkts mit einem CH;*-Aqui-
valent. Dartiber hinaus muss Erwéhnung finden,
dass DNMTs bereits mit Demethylierungen in
P ol Verbindung gebracht worden sind; so konnen sie
aus hmC Formaldehyd eliminieren.'"*! Eine
Decarboxylierung mithilfe von Methyltransfera-

MeOH, RT, 20 min; 2) LiOH, MeCN/H,O, RT, 2 h; 3) DDQ (2,3-Dichlor-5,6-dicyano-
1,4-benzochinon), 1,4-Dioxan, RT, 25 h. b) Behandlung von caC enthaltender DNA mit
Cystein alleine oder in Kombination mit Histidin oder Arginin fiihrt zur Decarboxylie-
rung. Die Analyse wurde nach Totalverdau der behandelten DNA mithilfe hochaufge-
|6ster HPLC-MS durchgefiihrt. lllustration des Mechanismus der Decarboxylierung,

sen konnte bisher nicht nachgewiesen werden.
Eine weitere enzymatische Reaktion, bei der die
Absittigung der C5-C6-Doppelbindung zu einer
Decarboxylierung fiihrt, ist im Fall der Synthese
von Uracil aus Isoorotat zu beobachten. Es ist

die durch einen nukleophilen Angriff auf die C6-Position ausgeldst wird.

carboxylierung und anschlieBende Eliminierung des zuvor
addierten Thiols gebildet. Um zu untersuchen, ob diese
Chemie kompatibel mit der Decarboxylierung von caC in
Oligonukleotiden ist (Abbildung 2b,c), wendeten wir erneut
die Isotopenverfolgunsmethode an. Fiir das Experiment in-
kubierten wir den ["*N,]-caC enthaltenden DNA-Strang
ODN2 mit einer Mischung verschiedener Aminosduren. Es
wurde beobachtet, dass bei Zugabe der Aminosiduren Cystein
und Histidin/Arginin zu einer wéssrigen Losung von ODN2
Decarboxylierung stattfand (Abbildung 2b). Im Fall der
Oligonukleotidexperimente reichte auch Cystein alleine aus,
vermutlich weil die ungeschiitzte Aminogruppe die Rolle des
Imidazols tibernehmen kann. Um die Decarboxylierung zu
beweisen, wurde die DNA iiber Nacht behandelt und nach-
folgend bis auf das Nukleosid-Niveau verdaut. Diese Mi-
schung wurde erneut mit hochaufgeloster HPLC-MS unter-
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bekannt, dass diese Decarboxylierung durch das

Enzym  Isoorotat-Decarboxylase  (IDCase)

durchgefiihrt wird. In diesem Enzym wird der
nukleophile Angriff durch ein OH™ ausgefiihrt, das durch ein
Zn**-aktiviertes Wassermolekiil bereitgestellt wird.?*?”) Der
hier vorgestellte chemische Mechanismus ist daher in Ein-
klang mit anderen Enzymreaktionen. Wir glauben, dass die
Decarboxylierung von caC wichtig fiir die aktive Demethy-
lierung in Stammzellen ist.
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